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M cytokines sont des molecules (hormones, 
produites Tar des cellules a la suite d'une 
Simulation antigenic ou d-une activation . par 
a.autres facteurs. La premiere cytokine qui ait .t, 
produite est 1 • interleukine 1 <*L-1> . m- permet 
l.activation des cellules T, qui se mettent a leur 
t our a produire toute une batterie de lymphokines dont 
certaines sont indispensable* pour 1 ■ activation du 
systeme immunitaire et les defenses centre les 
infections virales ou parasitaires. 

Depuis quelques annees, les cytokines sont 
utilisees en immunotherapie anticancereuse. Neanmoins 
leur administration par la voie generale pose un 
certain nombre de problemes. L'IL-2 par exemple donne 
des effet secondaires assez importants; elle est 
rapidement netabolisee. de sorte que de fortes doses 
doivent etre administrees de facon repetee. 

on est done a la recherche de meilleures voxes 
coadministration qui augmenteraient leur efficacite, 
tout en diminuant leurs effets indesirables. 

L ' invention a done pour objet des adenovirus 
recombinants defectifs exprimant une ou plusieurs 
cytokines, ainsi que 1'utilisation de ces adenovirus 
recombinants pour la constitution de compositions 
pharmaceutiques, notamment antitumorales, plus 
particulierement de compositions directement 
injectables dans des tumeurs solides de l'hdte. 

La presente invention a pour objet des adenovirus 
recombinants defectifs caracterises en ce qu'ils 
comportent un genome d- adenovirus non replicable, 
defectif dans lequel sont inserees une ou plusieurs 
sequences d'acide nucleique codant pour une ou 
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_ oVlnes notaxnment lymphokines , sous le 

r^r *trfu ^— —~ — ~ 

™ reconnue par les polypes d. cellules 
nuTine,^ parLuUfcrement de ceUules tumoral.. 

""^'invention concern. Plus particuli,^ les 
acides nuol*i,u.s recombinants susceptibles d'etre mis 
T"«Z* la Paction de tel. adenovirus 

recombinants defectifs. m-ml est 

n„ tel acide nucleique recombinant est 
caracteris. en ce qu-ll comport., d-une J*xt. ~ 
sequence genomlqu. d-un adenovirus defects «n « 
quelle est depourvu. des sequence, ^.saires a sa 
^plication, mats comportant neanmoin. 
fences qui dans =. genom. sont 1. support de 

correspondent pour p*netrer dans «s 
in £ ectabl.s par celui-ci, ainsi que 1 — »«• 
sequences essentielles neceesaires * l.en=apsxd«ion 
de cet adenovirus, et, d- autre part, un inserat 
contenant un. sequence nucleique codant pour un. 
cytoKine, cet ins*rat etant sous le control, d-un 
pron.ot.ur present ou prealablement insere dans la 
susdite sequence genomique. 

Les adenovirus, notamment les adenovirus de type 
2 ou 5 susceptibles d'infecter les numains (ou 
adenovirus humains) , ou encore les adenovirus de 
serotype 4 et 7, represented des vecteurs 
particulierement pr^feres dans le cadre de la presente 
invention, en raison notamment de la grande taxlle du 
fragment d'ADN etranger qu'il est possible d'xnserer 
dans le genome de ces virus. 

Avantageusement, la ou les sequence(s) d'acide 
nucleique d« insertion sus-mentionnee(s> , codant pour 
une ou plusieurs cytokines predetermines, sont 
contenues dans un genome defectif ^ adenovirus. 
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depourvu des sequences nucl6otidig.es essentielles 
neLsaires a la plication de ces et 
plus particulierement des transactxvateurs M et E1B 
S le cas echeant, de la region B3 de 1'addnovxrus, 
ou' encore de ses regions El et E3. 

En d'autres termes 1- invention met a profit la 
capacite de ces adenovirus recombinants *efectxfs 
Tautoriser ^expression de la sequence desertion 
oa.ils contiennent dans les cellules gu'ils 
envahissent, mime lorsqu'en raison de leur caractere 
defectif ils ne s'y multiplied pas. En d'autres 
termes ^invention a pour objectif de faire secreter 
L cytokines au sein meme des cellules (cellules 
morales elles-memes et cellules, notamment 
lymphocytes, qui infiltrent ces tumeurs de la tumeur a 
traiter) lorsgue celles-ci ont ete infectees par ces 
adenovirus defectifs, en particulier lorsgue ceux-ci 
sont injectes directement dans la tumeur. Les 
cytokines produites activeront ainsi en priorite, in 
situ, les cellules cytotoxiques infiltrant la tumeur 
et celles se trouvant a proximite de la tumeur. 

En ce gui concerne la sequence d» insertion dans 
le genome d'adenovirus recombinant defectif, elle pent 
etre choisie parmi toutes celles qui expriment une 
cytokine capable d'exercer un effet, soit antitumoral 
direct, soit activateur de cellules immunocompetentes 
de l'organisme, soit les deux a la fois. 

Parmi ces cytokines on mentionnera a txtre 
d'exemples : IL-1, ^ t IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 
interferon a, interferon 7 , tumor necrosis factor 
alpha (TNF a) (facteur alpha de necrose de tumeur). 

Les mimes adenovirus recombinants peuvent aussi 
etre utilises dans le cas de certaines maladies, ou il 
y a une deficience immunitaire et dans le cas de 
certaines maladies parasitaires ou virales (interferon 
7 , a , en particulier) . 
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on rappelle ci-apres les proprietes de certaines 
de ces cytokines. 

est produite essentxellement par les 
oocytes et les macrophages actives. Son poxds 
noleculaire est d- environ 17 Kilodaltons. Kile 
presente plusieurs activites, parmi lesquelles : 

a) une action chemoattractive sur les cellules 
polymorphonuclees et les macrophages (1,2), 

W une augmentation de 1'activite cytotoxique des 
cellules cytotoxics spontanees ("Natural Killer", ou 

m ' c) une induction de fievre a la suite d'une 

infection, _ ■ 

d) surtout 1' activation des cellules T pour la 

production d'autres facteurs. 

r-^i-ttl- - fTt^i. mtnn-nlrliH- 4 fIL-4) et 
Tnfcerleuk ine 5 (IL-5) : 

Elles sont produites par des lymphocytes T 
actives. L'action de ces cytokines est restreinte aux 
cellules du syteme immunitaire, elles provoquent leur 
m ultiplication et leur activation : IL-2 et IL.-4 ont 
ete essayes en immunotherapie antitumorale chez la 
souris et chez l'homme. Chez la souris, elles 

agissent de fiacon synergique et provoquent la 

regression tumorale. 

Tr.l-e>-r1eukine 6 (TL-6) 

Elle est produite par des nombreux types 

cellulaires dont les lymphocytes T, les macrophages, 

les f ibroblastes. . . Elle induit la differencial 

finale des lymphocytes B qui deviennent producteurs 

d'anticorps. 

»^ im n-r Necro*^ Factors" (TNP-a) (facteur-a de 

necrose des tumeurs) : 

C'est un facteur produit par les macrophages. II 
a une double action : une action directe sur les 
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cellules morales en provoquant leur lyse et une 
activation du syteme immunitaire. 

^utilisation du TNF-a chez 1'homme doxt se faire 
avec precaution, etant donne que de nombreuses 
clxlules en possedent le recepteur : d'o* 1'interet de 
"induire sa secretion que localement, au sein meme de 
la tLur, pour lifter ses effets non desirables sur 
les autres cellules de l'hote. 

^ v^. 3 f ~ - 1 , ^.uldne 1 (IL-7) , et 

■rmn» Y stimu li"? T?a ^ n1 "" fCSF) ' 

^ gon1: des facteurs de croissance 

he matopoietique. Us sent produits es S entielle,ent 
par les lymphocytes, les monocytes et les macrophages . 
lis agissent a differents niveau* de l-hematopoxese, 
c .est-a-dire des differentes etapes de differencial 
de cellules de moelle en cellules sanguines. En outre 
le CSP exerce des effets tres important au niveau des 
defenses primaires de 1'organisme vis-a-vis des 
defenses bacteriennes en attirant les macrophages vers 
les sites d' infection et en augmentant leur capacxte 

" P TrrWson avec et l'HV-4, le GH-CS*, 

e«avere etre un important facteur antitumoral. 

t. H interferon i (IFN nl , 

c ,est un facteur produit par les cellules T 
activees; il est doue de proprietes antivirales; il 
inhibe la multiplication des virus et des parasites et 
provoque la lyse des cellules infectees et de 
certaines cellules tumor ales. 
L' interferon gflFNaV 

Produit par des cellules T et des monocytes, il 
presente un effet antiviral et lytique sur des 
cellules infectees. L'IFN a a ete utilise en 
iaununotherapie contre certains types de cancer dont le 
mesothelium. 
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Bien entendu V invention n'est pas limine, quant 
au cbo" d es sequences d- insertion utilise*!- dans 
L adenovirus confor.es a Invention, , celles ^ 
ont ete identifies ci-dessus. Neanmoms celles-cx 
sot iUustratives de la palette des possibility qui 
Joffrent au tberapeute, , qui apparent le cboix de 
^adenovirus recombinant defectif le plus approprie a 
me ttre en oeuvre, compte tenu de la nature des tumeurs 

L* invention conceme egalement des composxtions 
pharmaceutiques covenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en 
association avec un vebicule pbarmaceutiquement 
acceptable, en particulier des 
directement in}ectables dans les tumeurs * traiter, 
steriles, isotonics, ou des compositions seches, 
notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas 
d'eau stdrilisee ou de serum physiologique, permettent 
la constitution ou ^constitution de solutes 
directement injectables dans les tumeurs. 

L-injection directe dans la tumeur ^'adenovirus 
modifies, non replicables, offre 1'avantage d'une part 
d'eviter la diffusion des adenovirus recombinants dans 
la circulation generale avec, pour consequence, les 
effets secondares susceptibles d'etre exerces par les 
cytokines exprimees ailleurs que sur les sites ou la 
manifestation de leur action est recherchee, en 
I'occurence les cellules tumorales, elles-memes ou les 
cellules, notamment lymphocytes, qui les infiltrent ou 
qui se trouvent a leur proximite immediate. 

L' invention a egalement pour objet un precede 
d'obtention des adenovirus recombinants decrits cx- 
dessus qui comprend, apres 1'etape de construction 
proprement dite d'un vecteur par introduction d'un ou 
plusieurs acide(s) nucleigue(s) d'insertion dans le 
genome de 1' adenovirus defectif initial, une etape de 
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transformation de lignees cellulaires transformables 
dCaryotes su P *rieurs (notamment d'origine humaine 
ou animale) comportant elles-memes une sequence 
distincte de nucleotides apte a complementer la ou les 
paries qui font defaut au genome de !• adenovirus 
defectif et sans lesguelles la replication de ce 
dernier est interdite, ladite sequence distincte etant 
de preference incorporee au genome des cellules de 
ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple prefere de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de 
rein embryonnaire humain qui contient, integres dans 
son genome, les onze premiers pourcents de * 
gauche du genome d'un adenovirus de type 5 (Ad5) . 
ceux-ci peuvent alors complementer des virus 
recombinants defectifs qui portent des deletions de 
cette region. Un tel precede detention est plus 
particulierement decrit dans la demande de brevet 
europeen n* 0 185 573 du 20/11/85. 

Apres transformation de ces lignees cellulaires, 
les adenovirus defectifs ainsi multiplies et produits 
sent recuperes a partir du milieu de culture des 
cellules de ces lignees et purifies. 

La presents invention sera d'avantage detaillee 
dans la description qui suit des possibility de 
construction d'un adenovirus vecteur recombinant 
contenant au moins une sequence codant pour une 
cytokine, en particulier une lymphokine. 



METHODE8 



a) cellules et virus 

La lignee cellulaire 293 renale embryonnaire 
humaine transformee par Ad-5 (Graham et al., 1977), a 
ete utilisee pour la transfection d'ADN ainsi que pour 
la multiplication et la titration d'Adenovirus (Ad). 
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En effet, la lignee cellulaire 293 complemente les 
Tor^U des genes de fonctions E1A at BIB et permet 
Implication des Ad-recombinants defectifs. Pour la 
cation de LAd recombinant, 1^1324 *u*a in 
portent des deletions dans les regions El 3.9-10.5 
T^et E3 (78.5-84.3 *.«.), a ete utilis* (Shenk et 
^lliams, 1984). Les lignees cellulaires 293, He a et 
vero ont *te Venues dans un milieu de -Iture 
mlni *uB essentiel Eagle avec 10 % de serum de veau 

, f t tal : ^ des_ Plasside^ permettant 

i .^rassion «" differentes cytokines 

Le vecteur d- expression eucaryote pMLPIO a ete 
d^crit (Ballay et al., 1985). Un d^rivd de ce vecteur 
(PMLP18, a et* construit par insertion d- one sequence 
contenant difffcrents sites uniques de restriction en 
aval du promoteur ma je ur tardif d'adenovxrus. Ces 
sites permettant ainsi le clonage des dif brents g^nes 
codant pour les cytokines cboxsies sous le con tr61e du 
promoteur viral. En aval de cette sequence contenant 
ces sites uniques de restriction a ete placee la 
sequence contenant le signal de polyadenylatxon du 
gene codant pour les antigenes precoces du vxrus SV40. 
Le fragment Bglll - Hindlll d'AdS est clone en aval, 
cette sequence de 3 Kpb contient le gene codant pour 
la proteine IX qui est necessaire pour 1 • encapsidation 
au genome viral au-dela de 97 % de sa taille normale 
et permet la recombinaison in_viyo ulterieure. Les 
sequences codant pour les g*nes des differentes 
cytokines sont isolees a partir de plasmides obtenus 
aupres de differentes equipes. Ces sequences, obtenues 
apres clivage au moyen de differentes enzymes de 
restriction sont introduces dans le site de clonage 
multiple du vecteur d'expression decrit ci-dessus 
(pM LP-18) . on obtient ainsi les different* plasmides 
denommes pMLP-cytokine (IL-2, IL-4 etc..) qui sont 
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utiles pour Intention des virus recombinants co« 

decrit dans le paragrapbe suivant. . 

c) a. f- ^ Element de virus 

recombinants 

Les Adenovirus recombinants defectxfs Ad- 

cytoXines ont ete obtenus par recombinaison to vivo 
le fragment droit du genome viral cliv* au 
prealable par 1 -enzyme de restriction Cla I et la 
sequence homologue existant sur les plasmides pMLP- 
cytoktoe decrits ci-dessus. Le melange du 
qkome viral (2,6 m.u. - 100 m.u.) purxfie aprfcs 
clivage et du plasmide linearise par 1- enzyme de 
restriction Cla I ou Pvu I est transfecte dans les 
cellules 293 en utilisant la methode de precipxtatxon 
au phosphate de calcium (Graham et Van Der Eb f 1973) . 
Des plages de cellules montrant un ef fet cytopathxque 
ont ete isolees 10 jours apres et le virus a ete 
amplif ie en culture. L'ADN viral a ete extrait par la 
procedure Hirt (Graham et al., 1977) et les virus 
recombinants ont ete identifies par cartographie avec 
des enzymes de restriction. 

La figure 1 represente schematiquement une 
construction de ce type mettant en oeuvre une sequence 
d' insertion codant pour une interleukine (IL-2, IL-4, 

etc . . ) • 

Dans cette figure : 

- "leaders" correspond a un leader tripartite 
_ •■Del" correspond a une "deletion" 

- Ad dl 324 correspond a uri adenovirus pourvu des 
"deletions" sus-indiquees . 

d) .vpr^Blon de - ^ guanoes coflnnt poor une cytokine 

exprimee 

Des lignees cellulaires Hela ou Vero sont 
infectees avec les virus recombinants defectifs 
obtenus. Les cellules effectivement transferees 
peuvent etre caracterisees essentiellement grace a la 
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section de 1'activite de la cytokine lib^ee dans 
le ur milieu de culture. Dans le cas de IL-H des 
rendements pouvant atteindre de 1. * 2 *J 
d-interleukine pour 10* cellules ont ete observes 

Les cellules infectees par un recombinant Ad 
cytokine secretent dans le milieu de culture des 
q^tites variables de la cytokine XI existe 
diffdrentes methodes pour la detection et la 
quantification des cytokines produites. 

X) Methodes guantlt atives : 

_ eLISA, en utilisant des anticorps specifiques 
_ -rxa (radioimmunoassay) 
- Western blot 

2) ^.titatives (ou biotests) : basees 

sur les proprietes biologiques des cytokines 

Par exemple : 

IL-2 : Test de proliferation des cellules CTL-L2 
(les cellules CJMa ne se multiplient et ne se 
m aintiennent en culture qu'en presence d-lM dans le 

milieu de culture) 

IL-3 et GM-CSF : Test de proliferation des 

cellules TF-1 

IL-4 : Test de proliferation des cellules CTL-L2 

et induction de CD23 solubles par certaines cellules 

dont les lymphocytes. 

jMP-a : Test de cytotoxicity sur les cellules 

L92-9. 

Test de neutralisation : L'effet des cytokines 
peut etre bloque en incubant les cellules cibles en 
presence de cellules d' anticorps specifiques. 

H va de soi que les descriptions de 
constructions d- adenovirus selectifs recombinants ci- 
dessus envisagees n'ont aucun caractere restrictif- 
D'autres constructions peuvent etre realisees, 
notamment selon les variantes encore indiquees ci- 
apres a titre d'exemples. 
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1) ecnanoa d« *« promoteura 

Le promoteur majeur tardif d- Adenovirus peut etre 
substitue par d'autres promoters ubiquitaires mais 
d'origine exogene tels gae : 

_ promoteur contenu dans le LTR (Long Terminal 
Repeat) de RSV (Rous Sarcome Virus) 

le promoteur du gene IE de Off (cytomegalovirus) 
les promoteurs inducibles MMTV (Mouse Mammary 
Tumor Virus) ou metallothionine. 

De meme des promoteurs permettant une expression 
plus specifigue, restreinte aux cellules tumorales 
peuvent etre utilises comme par exemple : 

le promoteur du gene rep du parvovirus HI. 
I,' invention concerns encore un acide nucleigue 
recombinant du type sus-indique, caracterise en ce que 
la sequence genomique de 1' adenovirus est depourvue de 
sa region d'extremite 5', en aval du promoteur precoce 
de la region E1A de l'adenovirus, et en ce que la 
sequence codant pour la cytokine est placee sous le 
controle de ce promoteur precoce. Cet acide nucleique 
recombinant peut egalement etre mis en oeuvre dans les 
applications plus particulierement mentionnees en 
rapport avec les ADNs recombinants dans lesquels la 
sequence codant pour la cytokine est placee sous le 
controle du promoteur majeur tardif de ^adenovirus. 
2) Ex pression «l«ultanee da Plusleurs genes de 
cytokines 

3 types de constructions sont decrites : 
les genes de cytokines sont sous le contrdle de 
deux promoteurs soit identiques, soit differents (MLP 
et RSV par exemple) et situes a la suite l'un de 
1' autre. 

les genes des cytokines sont sous le contrdle de 
promoteurs distincts et donees dans des regions 
distinctes du virus. 
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1. Acide nucleique recombinant comportant, d«une 
part, une sequence genomique. d'un adenovirus defectif 
en ce qa'elle est depourvue des sequences necessaires 
a sa replication, mais comportant neanmoins celles des 
sequences qui dans ce genome sont le support de 
!• information genetique necessaire a 1' adenovirus 
correspondant pour penetrer dans les cellules 
infectables par celui-ci, ainsi que l'ensemble des 
sequences essentielles necessaires a 1 « encapsidation 
de cet adenovirus, et, d'autre part, un inserat 
contenant une sequence nucleique codant pour une 
cytolcine, cet inserat etant sous le contrdle d'un 
promoteur present ou prealablement insere dans la 
susdite sequence genomique. 

2. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 caracterise en ce qu'il est depourvu 
des transactivateurs E1A et E1B et, le cas echeant, dfe 
la region E3 de 1' adenovirus. 

3. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1' adenovirus est depourvue de sa region 
d'extremite 5« , en aval du promoteur precoce de la 
region E1A de 1» adenovirus, et en ce que la sequence 
codant pour la cytokine est placee sous le contrdle de 
ce promoteur precoce. 

4. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 ou la revendication 2 caracterise en 
ce que la sequence codant pour la cytolcine est placee 
sous le contrdle d'un promoteur tardif de 
1 * adenovirus . 

5. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1' adenovirus est pourvue d'un promoteur 
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etranger au genome de l'adenovirus, et en ce que la 
sequence codant pour la cytokine est placee sous le 
contrdle de ce promoteur etranger. 

6. Acide nucleique recombinant caracterise, soit en 
ce que l'inserat contient des sequences codant p&ur 
plusieurs cytokines, soit en ce qu'il contient des 
inserats distincts respectivement places sous le 
contrdle de promoteurs distincts, egalement distincts. 

7. Adenovirus defectif caracterise en ce qu'il 
contient l'acide nucleique recombinant selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6. 

8. composition pharmaceutique contenant ^adenovirus 
recombinant selon la revendication 7 en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, 
notamment . 

9. utilisation de 1» adenovirus recombinant selon la 
revendication 7 pour la preparation de medicaments 
antitumoraux, de preference sous forme directement 
injectable dans une tumeur de l'ndte. 

10. Precede de production d'adenovirus defectif s 
recombinants selon la revendication 7 caracterise par 
la transformation de lignees cellulaires 
transformables d'eucaryotes superieurs (notamment 
d'origine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte a 
complementer la partie du genome de 1» adenovirus dont 
celui-ci est depourvu et qui serait essentielle a sa 
replication, ladite sequence distincte etant de 
preference incorporee au genome des cellules de ladite 
lignee cellulaire, et en ce que l'on recupere les 
adenovirus recombinants defectifs produits a partir du 
milieu de culture des cellules desdites lign6es 
cellulaires. 

11. Procede selon la revendication 10 caracterise en 
ce que le genome d'adenovirus defectifs est depourvu 
de sa region d'extremite 5' et que la lignee 



10/10/00 18:4? REEDFOX ■» F a CRO) 



NO. 261 F>016/019 



2688514 



14 



cellulaire est une lignee de rein embryonnaire humain 
telle que la lignee 293, qui contient, integre dans 
son genome, une region d'extremite 5« du genome d'un 
adenovirus de type 5 (Ad5) et ayant une taille 
correspondante a approximativement 11 % de celle du 
genome entier de cet adenovirus. 
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